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この保存配列の役割を明らかにするために， Lys15を Gln ， Glu , Arg に置換した変異型酵素を部位特異的変異導
入法によって作製した。これらの変異型酵素は野生型酵素と比べると ， kca t 値が 6 --17%に減少し， ADP- グルコー
スに対する Km値は 7 --45倍に増加していたo Km値の増加は15位の残基の正電荷の消失と相関しており， ADP- グル
コースの結合には15位の正電荷が重要であることがわかった。また，種々の反応速度論的な解析から， Lys15 は
ADP- グルコースのグルコース側のリン酸基と相互作用していることが示唆された。一方， G17A 酸素や G17/18A
酵素では kca t 値が野性型酵素の 1/1000以下まで減少したが， G18A 酵素では kca t 値は野生型の 1/3 程度であっ
た。これらの変異型酵素の ADP- グルコースに対する Km値は 5 倍程度しか増加していないことから， Gly17は酵素
活性に重要な役割を果たす残基であると考えられる。さらに，野生型酵素ではその反応性が認められなかった，アデ
ノシントリホスホピリドキサール (AP 3 -PL) が G17A 酵素や G18A 酵素の Lys15に反応することが明らかになっ
た口これは，共通配列中のグリシン残基が Lys15の位置に影響を及ぼすことを示唆している。
Lys15を Gln に変えた K15Q 酵素は野生型の17%の活性を保持していることから， この酵素に対して APz ・PL に
よる親和標識を試みた。その結果，酵素は失活し， Lys277が特異的に修飾されること明らかになった。 K15Q 酵素
の APγPL による失活は基質で保護されることから， Lys277 も活性部位に存在すると考えられる。 Lys277を Gln
-85-
に置換した酵素は野生側酵素と比べると ， kc a t 値が0.7%程度まで減少していたが，基質に対する Km値はほとんど
変化していなかった。したがって， Lys277は ADP- グルコースの結合よりもむしろ，触媒過程に重要な役割を果た
すものと考えられる。





君の論文は，親和標識と部位特異的変異導入を用いて，この酵素の活性部位に位置する 2 個のリジン残基と 2 個のグ
リシン残基を同定するとともに，それらの触媒反応における役割を明らかにしたものであり，博士(理学)の学位論
文として十分価値あるものと認める。
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